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摘要 :【 目的 ] 探 究 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana Male abnomal 21( mab-21) 基因 在 不 同 发 育 阶段 的 表达 特性 及 染 螨 条 
件 下 mab-21 基因 表达 变化 规律 。【 方 法 】 本 研究 利用 RT-PCR 方法 ,克隆 了 中 华 蜜蜂 mab-21 的 基因 编码 区 ;采用 荧 
光 定 量 PCR 方法 检测 了 中 华 蜜蜂 mab-21 在 不 同 发 育 时 期 (新 出 房 蜂 、 哺 育 蜂 、 守 卫 蜂 及 采集 蜂 ) 工 蜂 头 部 中 mRNA 
的 表达 量 以 及 接种 大 蜂 螨 Varroa destructor 前 后 mab-21 基因 的 表达 变化 。[【 结果 】 克隆 获得 中 华 蜜蜂 mab-21 
cDNA ,命名 为 Accmab21 ( GenBank 登录 号 KR000001) 。 序 列 分 析 显 示 , 该 编码 区 开放 阅读 框 长 为 1 098 bp ,编码 
365 个 氨基 酸 , 推 测 的 编码 蛋白 的 相对 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 41.63 kD 和 8.53。 系 统 发 育 分 析 表 明 中 华 蜜蜂 
mab-21 与 西方 蜜蜂 Apis mellifera mab-21 .小 蜜蜂 Apis florea mab-21 和 能 蜂 Bombus impatiens mab-21 聚 成 一 支 。 该 基 
因 在 中 华 蜜蜂 工蜂 的 不 同 发 育 时 期 均 有 表达 ,其 中 哺育 蜂 阶 段 显著 高 于 新 出 房 蜂 、 守 卫 蜂 和 采集 蜂 (P<0.05)。 接 
种 大 蜂 螨 后 ,哺育 蜂 和 和 守卫 蜂 中 mab-21 基因 的 表达 下 降 显 著 (P<0.05) ;而 在 新 出 房 蜂 和 采集 蜂 中 表达 量变 化 不 
显著 。[【 结论] 该 基因 可 能 与 中 华 蜜蜂 抗 螨 行 为 相关 。 

关键 词 : 中 华 蜜蜂 ; mab-21; 基因 克隆 ; 序列 分 析 ; 差异 表达 ; 抗 螨 性 
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Sequence analysis and mRNA expression of mab-21 gene in the Chinese 








































































































































































































pd 


































































































honeybee, Apis cerana cerana (Hymenoptera; Apidae) 

XUE Fei', WU Peng-Jie'^, LI Yu-Shi'^, WANG Xiu-Hong', GUO Zhan-Bao', XU Shu-Fa^* , WU 
Jie" * (1. Key Laboratory of Pollinating Insect Biology, Ministry of Agriculture, Institute of Apicultural 
Research, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100093, China; 2. College of Bee 
Science, Fujian Agriculture and Forest University, Fuzhou 350002, China) 

Abstract: [ Aim] The aim of this study is to clone the full-length cDNA of mab-21 gene in the head of 
the Chinese honeybee, Apis cerana cerana, and then to analyze its expression characteristics in different 
developmental stages of the workers and after infection of mites, in attempt to provide a theoretical 
support for revealing the resistance mechanism of A. cerana cerana to Varroa mites. [Methods] The 
cDNA sequence of mab-21 in A. cerana cerana was cloned by RT-PCR, and a quantitative analysis of its 
expression level in the head of workers at different developmental stages ( newly emerged bee, nurse, 
guarder and forager) and after infection of Varroa destructor mites was conducted using real-time PCR. 
[ Results] The cDNA sequence of mab-21 was cloned from A. cerana cerana, and named as Accmab21 
(GenBank accession no. KR000001). Its open reading frame ( ORF) is 1 098 bp in length, encoding 
395 amino acids with the predicted molecular weight of 41. 63 kD and the theoretical isoelectric point of 
8.53. Phylogenetic analysis indicated that mab-21 of A. cerana cerana, A. mellifera, A. florea and 
Bombus impatiens gather in the same clade. The mab-21 transcript was clearly detected in different 
developmental stages of the workers of A. cerana cerana, and was significantly higher in nurses than in 


other stages (P «0.05). After being inoculated with V. destructor, the expression of mab-21 in the nurses 






































D 


t 金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (31372384) ; 中 国 农业 科学 院 科技 创新 工程 专项 经 费 (CAAS-ASTIP-2015-IAR) 
作者 简介 : 薛 菲 , dc, 1989 年 生 , 河北 邯郸 人 , 硕士 研究 生 , 研究 方向 为 蜜蜂 病理 学 , E-mail: xfnky123@ 163. com 
* 通讯 作者 Corresponding authors, E-mail; xushufa@ caas. cn; apis@ vip. sina. com 

收 稿 日 期 Received; 2015-04-03 ; 接受 日 期 Accepted; 2015-05-04 












































10 8E AES: 中 华 蜜蜂 mab-21 基因 序列 分 析 及 表达 特征 1073 














and guarders significantly decreased as compared to the control ( P «0.05), but the expression level of 


mab-21 showed no obvious regularity in newly emerged bees and foragers. [ Conclusion] These results 


suggest that mab-21 may be involved in the resistance to mites in A. cerana cerana. 


Key words: Apis cerana cerana; mab-21 ; gene cloning; sequence analysis; differential expression; mite 


resistance 








Male abnomal 21 ( mab-21 ) 基因 首先 是 在 秀丽 隐 
杆 线 虫 Caenorhabditis elegans 中 发 现 的 ,最 初 被 认为 
是 决定 细胞 命运 的 基因 (Baird et al., 1991)。 随 后 
EER Drosophila melanogaster, RE = fA. Danio 
rerio. [WE Xenopus laevis, X5 Gallus gallus ,7|v B& Mus 
musculus 和 人 类 Homo sapiens 中 陆续 得 到 mab-21 基 
因 的 同 源 基因 Mab2111 和 Mab2112 ( Mariani et al., 
1998, 1999; Wong et al., 1999; Ho et al., 2001; Lau 
et al., 2001; Wong and Chow, 2002b) , 研究 表明 ， 
mab-21 JEDE EHE SII ACA HES PI BA BE 8 
的 保守 性 (Mariani et al., 1999; Wong and Chow, 
2002b) 。 黑 腹 果 晶 与 线虫 的 mab-21 基因 核 昔 酸 序列 
一 致 性 为 50% ,而 与 脊椎 动物 的 序列 一 致 性 为 7095 , 
而 且 黑 腹 果 蝇 和 兰 椎 动物 的 mab-21 基因 都 只 有 一 个 
外 显 子 (Lau et al., 2001) , FAR AW RAR EI. 

结构 功能 研究 上 ,mab-21 目前 还 没有 与 之 对 应 
的 模 体 ,相关 分 子 功 能 的 研究 还 不 够 深入 。 但 研究 
发 现 , 雄 性 线虫 mab-21 突变 体能 够 阻止 尾部 感觉 辐 
发 育 ,能 够 造成 第 6 条 辐 与 第 4 条 辐 融 合 ,能 够 引起 
运动 不 协调 ,因此 ,认为 mab-21 在 线虫 表皮 和 神经 
系统 发 育 中 起 到 重要 作用 (Chow et al., 1995) it 
一 步 研究 发 现 ,mab-21 是 位 于 TGF-B 信号 通路 的 下 
游 丢 基因 , 受 cet-L/sma 信号 通路 的 负 调控 , 并 且 
MAB21 作为 转录 抑制 因子 ,参加 负 调 节 BMP4 基因 
的 表达 ,TGF-B 超 家 族 成 员 通常 作为 多 功能 配 体 , 控 
制 多 种 细胞 的 增殖 和 分 化 ( Kingsley, 1994; Morita et 
al., 1999; Baldessari et al., 2004)。Kim 等 (2011) 
研究 发 现 , INK 通路 通过 对 MEF 磷酸 化 ,可 以 增加 
mab-21 HJ RIK, Æ M D Æ Ig Apis mellifera 中 JNK 
路 参与 调节 免疫 反应 ,可 以 帮助 伤口 复合 
(Richard et al., 2012 ) 。 有 研究 表明 , 果 蝇 中 MAB21 
会 与 Polycomb group( PcG) 蛋白 结合 ,进而 对 发 育 中 
同 源 异 型 基因 的 沉默 转录 位 点 产生 影响 (Negre et 
al., 2006) 。 

AK fr Bulls Varroa destructor ,又 名 大 蜂 螨 ,是 一 种 
寄生 螨 ,主要 危害 西方 塞 蜂 , 通 过 吸取 蜜蜂 幼虫 和 成 
虫 的 血 淋 巴 ,对 蜜蜂 的 生理 和 身体 造成 伤害 ,目前 狄 
斯 瓦 螨 已 经 成 为 全 球 蜜蜂 健康 的 最 大 威胁 , 对 全 世 
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界 养 蜂 业 都 造成 了 巨大 的 损失 (Rosenkranz et al., 
2010; Ji et al., 2014), mi P 4e 22 Apis cerana 
cerana YE JJ Kis B5) Jt ey E, In] FE ERU ZR UE MER 
西方 蜜蜂 相 比 ,具有 抗 大 蜂 螨 侵 染 、 抗 逆 性 强 等 优 
点 。 而 且 通 过 我 们 前 期 对 染 螨 后 中 华 蜜蜂 转录 组 影 
响 的 研究 发 现 ,mab-21 是 在 中 华 蜜蜂 染 螨 后 转录 组 
一 系列 差异 表达 基因 中 的 一 个 , 染 螨 后 该 基因 表达 
量 降低 ,与 染 螨 前 比较 ,表达 量 差异 达 极 显著 ,推测 
mab-21 与 中 华 蜜蜂 的 抗 螨 性 相关 。2006 年 西方 蜜蜂 
基因 组 测序 完成 ,通过 生物 信息 学 技术 西方 蜜蜂 mab- 
21 也 被 预测 出 来 (The Honeybee Geome Sequencing 
Consortium, 2006) 。 我 们 根据 西方 蜜蜂 mab-21 基因 
序列 ,针对 中 华 蜜蜂 mab21 基因 进行 了 克隆 , 对 
mab-21 基因 在 中 华 蜜蜂 不 同 发 育 阶段 的 表达 特性 
进行 了 分 析 , 并 对 中 华 蜜蜂 接种 大 蜂 螨 后 mab-21 基 
因 表 达 变 化 规律 进行 了 痰 光 定 量 PCR 分 析 , B TED 
进一步 研究 中 华 蜜蜂 抗 螨 的 分 子 机 理 黄 定 基础 。 
























































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 蜜蜂 

试验 所 用 中 华 蜜蜂 工蜂 取 自 中 国 农业 科学 院 蜜 
蜂 研 究 所 蜜蜂 饲养 场 的 中 蜂 蜂 群 ,根据 取样 试验 需 
要 取 不 同年 龄 阶段 的 工蜂 。 其 中 羽化 出 房 后 1 -5 d 
的 工蜂 为 新 出 房 蜂 、 出 房 后 6 - 14 d 的 工蜂 为 哺育 
蜂 、 出 房 后 15 -20 d 的 工蜂 为 守卫 蜂 、21 d 以 上 的 
工蜂 为 采集 蜂 。 
1.2 主要 试剂 与 仪器 

采用 Promega 公司 的 RNA 反 转 录 试 剂 盒 
( Promega 反 转 录 试 剂 盒 A5000) ; 总 RNA 提取 试剂 
TRIzol Reagent ( Invitrogen 公司 产品 ); 大 肠 杆 
Escherichia coli 感受 态 细胞 DH5a 克隆 载体 pPMD19- 
T A "c cE t PCR 试剂 盒 One Step SYBR 
PrimeScript PLUS RT-PCR Kit 购 自 TaKaRa 公司 ;大 
MITA E. coli 感受 态 细胞 Transl -TI 购 自 全 式 金 公 
司 ;2 x Taq PCR MasterMix, 6 x RNA/DNA loading 
buffer SAATI E] REZ Fl ; SAGE DNA. [n] 
收 试 剂 盒 购 自 中 科 瑞 泰 生物 科技 有 限 公 司 。DYY- 
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6C 型 电泳 仪 ( 北 京 六 一 科技 有 限 公 司 产品 )， 
Mastercycler gradient 型 PCR 仪 (Eppendorf 公司 ) 产 
品 ,7500 Fast WGE Œ PCR 4X ( Applied Biosystems 
公司 产品 ) 。 
1.3 蜜蜂 饲养 及 取样 

选取 6 群 群 势 相 近 的 健康 中 华 蜜蜂 蜂 群 ,每 个 
KERE S 张 足 脾 。 本 项 研究 中 ,中 华 蜜蜂 清理 行为 检 
测 根 据 Bienefeld 等 (1999) 所 描述 。 根据 
Arechavaleta-Velasco 等 (2012 ) 的 方法 制作 了 一 个 蜂 
群 观察 箱 (45 cm x16 cm x3 cm) ,在 蜂箱 一 侧 用 钢 
丝 网 覆盖 (16 cm x 10 em) 以 便 透 气 , 剩 余部 分 用 透 
明 塑 料 板 ,在 塑料 板 中 心 处 开 一 个 直径 约 为 9 cm 的 
圆 形 天 窗 。 准 备 略 干 直径 为 9 cm 的 圆柱 形 蜂 笼 ,可 
插入 圆 形 天 窗 中 。 实 验 过 程 中 ,将 正常 的 单 有 牧 蜂 群 
插入 观察 箱 内 。 为 保持 蜂 群 平静 ,将 蜂 群 置 于 黑暗 
环境 , 红 灯 下 观察 ,以 模仿 自然 蜂 群 环境 。 

大 蜂 螨 接种 方法 参考 Dietemann 等 (2013 ) 的 螨 
虫 研究 标准 方法 ,用 柔软 的 毛 刷 将 大 蜂 螨 接种 到 工 
蜂 胸 背 板 。 蜂 螨 取 自 3 群 群 势 较 弱 、 螨 害 严重 的 意 
大 利 蜜蜂 蜂 群 。 从 6 群 中 华 蜜蜂 蜂 群 中 ,分 别 取 4 
个 阶段 工蜂 (新 出 房 蜂 、 哺 育 蜂 、 守卫 蜂 和 采集 蜂 ) ， 
各 100 头 。 一 个 阶段 的 工蜂 以 5 头 一 组 分 组 放 至 蜂 
笼 中 ,分 为 20 组 (其 中 10 组 为 未 接 螨 组 ,10 组 为 接 
WOR ZA) 。 未 接 螨 组 取样 方法 : 先 将 一 组 蜜蜂 用 CO, 
麻醉 2 min 至 休克 ,然后 用 5 种 不 同 颜色 ( 黄 、 绿 、 
He EE RE) 的 这 光标 记 笔 对 5 头 蜜蜂 进行 标记 , 放 
入 蜂 笼 中 ,将 蜂 笼 插入 事先 准备 好 的 实验 观察 箱 中 ， 
约 7 min 后 蜂 笼 中 蜜蜂 苏醒 , 进行 观察 并 对 其 中 绿 
EAR CAT 2 头 蜜蜂 取样 ,实验 重复 10 次 。 接 螨 组 
取样 方法 与 空白 组 取样 方法 相同 ,具体 为 :标记 后 对 
其 中 绿色 和 橙色 的 2 头 蜜蜂 各 接种 1 头 大 蜂 螨 , 然 
后 将 蜂 笼 插 入 事先 准备 好 的 实验 观察 箱 中 ,采用 同 
样 的 方法 观察 ,对 具有 清理 行为 的 蜜蜂 取样 (实验 
中 仅 有 1 头 表 现 为 无 清理 行为 ,所 以 未 进行 统计 ) ， 
实验 重复 10 次。 取样 后 蜜蜂 样品 立即 放 入 液 氮 中 
速冻 , -80Y 保存 ,用 于 提取 总 RNA, 
1.4 引物 设计 与 合成 

在 NCBI 中 找 出 西方 蜜蜂 的 mab-21 基 
(GenBank 登录 号 : XM _623072. 4) 的 序列 ,利用 
Primer Premier 5.0 软件 ,设计 第 1 对 特异 性 引物 用 于 
扩 增 中 华 蜜蜂 mab-21 基因 的 全 长 阅读 框 :mab-21- 
Forward; 5'-GGTCCAACATCGTAAGAAGA-3'; mab- 
21-Reverse: 5'-TGAATCAAGCATAACCCAC-3', 4R HE 
KIGE EY PRIR, iE 2 对 引物 用 于 交 光 定 





























































































































量 PCR; M21-Forward: 5’-CGGGGAGCGTGTGATGAC- 
3’; M21-Reverse: S'-CTCCTGCACCTCGACTTCC-3', 
第 3 对 引物 用 于 内 参 基因 B-actin 的 扩 增 :B-actin- 
5'-CGCTTCTGGACGTACTACTGG-3'; B- 
actin-Reverse: 5'-CGAAGAATAGCATGAGGCAAAG- 
3'。 上 述 引 物 在 北京 博 迈 德 科 技 有 限 公司 合成 。 
1.5 中 华 蜜蜂 mab-21 mRNA 序列 的 克隆 
1.5.1 中 华 蜜蜂 头 部 总 RNA 的 提取 :将 各 处 理 样 
本 (随机 取 2 头 蜜蜂 ) 置 于 冰 上 ,用 手术 刀 切 取 蜜 蜂 
头 部 放 入 1.5 mL EP 管 中 ( 约 100 mg 样本 ) ,加 入 液 
ATE. RNA 提取 流程 根据 Wang 等 (2003 ) 方 法 , 略 
AVEC. FRA BRAG BH aE We E ik FA Nanodrop ND-2000 
方法 定量 总 RNA 的 纯度 和 浓度 。 实 验 重 复 3 次 。 
1.5.2 第 一 链 cDNA 的 合成 :将 各 样品 的 总 RNA 
稀释 到 1 pg/pL, 采 用 Promega 反 转 录 试 剂 盒 ,分 别 
取 1 uL 样品 进行 反 转 录 合 成 第 一 链 cDNA。 将 得 
到 的 第 一 链 cDNA 在 -20Y 保存 备用 。 
1.5.3 mab-21 的 RT-PCR 扩 增 :以 头 部 cDNA 为 模 
板 ,使 用 第 1 对 引物 (分别 为 mab-21-Forward 和 
mab-21-Reverse) , 加 入 2 x MasterMix 12. 5 uL, 
ddH,O 9.5 uL, 正 反 向 引物 各 1 pL CIO pmol/L) ， 
cDNA 1 kL。 反 应 条 件 为 :94% 3 min; 94° 30 s, 
57% 30 s, 72%C 90 s, 3535 个 循环 ; 72°C 延伸 
10 min, PCR 产物 用 196 的 琼脂 糖 电泳 检测 。 
1.5.4 PCR 产物 的 克隆 与 测序 :使 用 琼脂 糖 凝 胶 
DNA 回收 试剂 盒 , 将 PCR 产物 回收 纯化 后 ,连接 到 
pMDI9-T 载体 上 ,然后 转化 人 Transl-T1 大 肠 杆菌 感 
受 态 细胞 ,接种 到 含 Ampicillin , X-Gal 和 IPTG 培养 基 
中 培养 , 挑 取 白 色 苗 落 , 放 入 含有 50 pg/mL 23478 AY 
LB 液体 培养 基 中 , 震荡 培养 过 夜 。 做 菌 液 PCR 验 
证 ,分 别 选 取 10 个 阳性 克隆 , 送 至 博 迈 德 公 司 测序 。 
1.6 序列 分 析 

采用 Bioedit 软件 对 所 得 到 的 DNA 序列 进行 翻 
译 ; 利 用 NCBI 的 BLAST 程序 将 中 华 蜜蜂 和 西方 蜜 
蜂 mab-21 基因 的 mRNA 序列 进行 比 对 ;利用 NCBI 
的 GenBank 数据 库 检索 并 下 载 已 报道 的 17 个 物种 
的 MAB21 氨基 酸 序列 ;采用 NCBI 的 BLAST 程序 比 
对 中 华 蜜蜂 与 其 他 物种 MAB21 氨基 酸 序 列 的 一 致 
性 ;采用 ClustalX 软件 将 中 华 蜜蜂 mab-21 基因 编码 
氨基 酸 序 列 与 其 他 物种 进行 多 重 比 对 ; 应 用 
MEGAS. 1 进行 序列 对 比 并 建立 系统 发 育 树 。 
1.7 中 华 蜜蜂 mab-21 mRNA 相对 表达 量 的 测定 

根据 中 华 蜜蜂 mab-21 基因 阅读 框 设计 特异 引 
物 用 于 严 光 定量 PCR 反应 ,同时 本 实验 以 B-actin 为 
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ABER], Real-time PCR 反应 体系 为 20 pL:2 pL 


然后 进行 测序 ,获得 有 效 序列 1 715 bp。 将 测序 结 











cDNA 模板 ,10 uL SYBR Premix Ex Taq(2 x ) , 正 向 
和 反 向 引物 (分 别 为 M21-Forward 和 M21-Reverse ) 
各 0.1 pL(10 pmol/L) ,内 标 基 因 B-actin 的 上 下 游 
扩 增 引物 各 0.1 uL, ROX Reference Dye(50 x )0.4 
pL,ddH,O 7.4 kL。 反 应 条 件 为 :95% 30 s 预 变性 ， 
95*C 15 s, 60C 34 s, 40 个 循环 ,每 个 循环 后 采集 
荧光 生成 扩 增 曲线 和 溶解 曲线 。 每 个 样本 每 个 基因 
设 3 个 PCR 平行 反应 。 根 据 样品 检测 到 的 Ct 值 分 
析 该 基因 在 不 同 分 工 阶段 和 接 螨 前 后 的 表达 特性 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

根据 实验 所 得 各 样品 目的 基因 和 B-actin. 的 Ct 
18, RI] 272^" Jr iE ( Livak and Schmittgen, 2001 ) ， 
以 B-actin 为 阳性 对 照 , 对 样品 进行 校正 ,分 析 中 华 
蜜蜂 mab-21 在 各 发 育 阶段 和 接 螨 后 的 表达 情况 。 
不 同样 品 之 间 的 差异 显著 性 分 析 采 用 ANOVA 方法 
进行 (P <0.05, LSD 多 重 比较 ) 。 























2 结果 


2.1 中 华 蜜蜂 mab-21 基因 的 克隆 

以 中 华 蜜蜂 头 部 cDNA 为 模板 , 用 mab-21- 
Forward 和 mab-21-Reverse 为 引物 进行 扩 增 ,电泳 回 
收 得 到 1700 ~2 000 bp 的 片段 ,连接 到 pMD19-T Zi 
体 ,转化 大 肠 杆菌 Transl-Tl 感受 态 细胞 , 接种 到 含 
Ampicillin , X-Gal 和 IPTC 培养 基 ,筛选 阳性 重组 子 ， 
菌 液 PCR 进行 鉴定 ,确定 重组 子 中 含有 目的 片段 ， 




















果 在 NCBI 上 进行 同 源 性 检索 ,结果 表明 其 与 西方 
蜜蜂 mab-21 序列 最 相似 , 一致 性 为 94% 。 该 序列 
命名 为 4ccmab-21 ,并 提交 GenBank 后 获得 登录 号 
73 KR000001 。 
2.2 中 华 蜜蜂 mab-21 编码 蛋白 与 其 他 物种 的 同 
源 蛋白 比较 分 析 

对 测序 结果 进行 编码 区 分 析 , 结果 显示 中 华 蜜 
ME mab-21 开放 阅读 框 (ORF ) 全 长 为 1 098 bp( 图 
1) ,编码 365 个 氨基 酸 ,预测 分 子 量 为 41. 63 kD ,等 
旦 点 为 8. 33。 我 们 利用 NCBI 中 BLAST 将 中 华 蜜 
蜂 mab-21 与 已 报道 的 其 他 物种 的 mab-21 的 氨基 酸 
序列 进行 两 两 比较 ,结果 见 表 1。 并 运用 ClustalX 
将 中 华 蜜蜂 mab-21 与 已 报道 的 其 他 物种 的 mab-21 
基因 的 氨基 酸 序列 进行 多 重 序列 比较 ,结果 见 图 2。 

采用 MEGAS. 1 软件 中 的 邻 位 相连 法 ( neighbor- 
joining，NJ) 对 这 18 个 候选 物种 的 mab-21 氨基 酸 序 
列 构建 进化 树 ( 图 3)。 进 化 树 结果 表明 ,中 华 蜜蜂 
mab-21 与 同 为 膜 翅 目 的 其 他 昆虫 如 西方 蜜蜂 、 小 蜜 
WE Apis florea 、 HEE Bombus impatiens 及 大 蜜蜂 Apis 
dorsata 亲缘 关系 最 近 , 处 于 同一 个 复 中 ; 而 双 却 目 
HERRIE APK Ceratitis capitata RIP 
Aedes aegypti FAIX] LEW FR EX Anopheles gambiae , [5] f$ 
3H H R9 zc d Ab T 55 — Tr S npn s mH. P 48 E SE BE 
EL IRA , BAPE SH Wy PAA) BR AF Bos taurus 等 ， 
亲缘 关系 更 近 。 






























































表 1 中 华 蜜蜂 mab-21 编码 蛋白 与 其 他 物种 的 同 源 蛋白 氨基 酸 序列 一 致 性 比较 


Table 1 Amino acid sequence identity alignment of mab-21 from Apis cerana cerana and other species 








同 源 蛋白 来 源 物 种 


Origin species of homogeneous proteins 

















GenBank 登录 号 氨基 酸 序列 一 致 性 (% ) 


GenBank accession no. 


Amino acid sequence identity 



































西方 蜜蜂 Apis mellifera XP. 623075.1 100 
小 蜜蜂 Apis florea XP. 003693878. 1 100 
ERE Bombus impatiens XP. 003491303. 1 99 
大 蜜蜂 Apis dorsata XP_006613153. 1 94 
HR Rhy Drosophila melanogaster NP. 651971.2 88 
地 中 海 实则 Ceratitis capitata XP_04524884. 1 87 
Y X pti Aedes aegypti XP. 001653106. 1 87 
冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae XP 560259.3 86 
IRAK Tribolium castaneum XP_966772. 1 93 
ZÆ Bombyx mori XP_004923820. 1 85 
人 Homo sapiens NP. 006430. 1 TI 
/\\ fs Mus musculus NP. 035969. 2 TI 
和 牛 Bos taurus XP. 002694365. 1 TI 
X5 Gallus gallus NP 989521.2 TI 
非洲 爪 蛙 Xenopus laevis NP. 001090239. 1 TI 
斑马 鱼 Danio rerio NP. 694507. 1 76 
秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans NP_497940.2 59 
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1 [ATGCTGTTGCCGGCCGATATGCTTGCGGCTCAATCCAAGATGGTGTACCAGATCAACAAGTATTICGGGGAGCGTGTGATGACCAGGAAG 90 


1 


al 
31 


361 
121 


451 
151 


541 
181 


631 
211 


T21 
241 


811 
271 


api 
301 


991 
331 


1081 
361 


2.3 HERE mab-21 mRNA 在 不 同 发 育 阶段 相 — 0.05) ,新 出 房 蜂 表 达 量 最 低 , 并 且 守 卫 蜂 和 和 采集 蜂 
对 表达 量 分 析 表达 量 没有 显著 差异 。 各 阶段 的 表达 量 由 高 到 低 为 
利用 荧光 定量 PCR 分 析 了 中 华 蜜蜂 mab-21 在 。 (图 4): 哺 育 蜂 (10. 2434 + 0. 5442) > 采集 蜂 


MLLPaAD HOLA A QS EM ¥Y ¥ OBIT HEY F GER ¥Y WT RE 30 


AGCCAGGTGATGAAGACGATCCAAGAGGTGTGICGCGTGGTICAGGACGTGTTGAAGGAAGTCGAGGTIGCAGGAGCCAAGGTICATCICC 180 
502 Y M K T I H EY CRY Vg Dv TE KEY EY @ EF RE I SS BO 


TCATTGACCGATTACAACGGCCGTTTCGACGGCCTCGACGTGATCTCGCCGACGGAGTTCGARATCGTGATTTACCTTAATCAARATGGGG 2TO 
S8 cL Fo ft HN ocr F D 6 .bh D Ww I S.P T FF E TL V I Y .L N H M G 80 


GICCTGAATTTCGTGGACGACGGAACGTTGCCCGGATGCGCGGTGCTGAAGUTT AGCGACGGACGAAAGAGATCCATGTCTCTTTGGGTG 360 
oR SN OR Y DP DG D DOE wu ESO sy LE KE S Dou ROE Ro S OM S LOW M a 


GAGTTCATCACCGCGTCCGGTTATCTGTCCGCCCGGAAAATTCGCTCGCGATTTCAAACGTTGGTGGCACAGGCCTGCGACAAGTGTGUC 450 
EE LT 4 5096 f tS hE EI Rs hE a TL OW WA qo okoE DE E Ek 150 


TATAGGGACTCCGTGAAGATGAT AGCGGACACGACAGAAGTGAAACTCCGAATTAGGGAGAGATACGIGGTACAAATAACGCCGGCGITC 540 
ASRS DS UB ROW D ADODO TE VR I TR TT RR ER We WB SE SD FP MN E d80 


ARGTGÜGCCGGCCTCTGGUCCAGATCGGCTTCCCACTGGCCCATCGCGC ACAT ACCTTGGUCGCATCCT &AATATCGTGGÜCGAGGTGARA 630 
Ko tok G LOW FR SS Wo Ho o4 POI A oF ob FOHOE HOD yo & E V E 210 


ACGGAGGGTTTCGACATGTTGTUGAMGGAGTGT ATCGGTTTGCAGGGUAAACAATUGGÜGATGGRGGGUGACGCCTGGGCGTTATCCTTC T20 
T Ee EE Dm NW 1 S KE t Loc L HG K B SAME Gc D X * a b s E 240 


ATAGACGCCGAGAACCGTTTGCTTCAGGGTGGT AGCAGGAAACGTTGCCTGAGCATTTTGARAACTCTCAGGGACAGACACCTCGATCTA 810 
I.T A ES ON ORA EB LOW (Go sS BOOK ROUES LOS IL DOE T EB OBS DOR He ey BS 21 


CCCGGAAATCCTGTGACCAGCTATCACATGAAAACCTTGTTGCTGT ACGARTGCGAGAAACACCCGCACGAAGCGGARTGGGACGARADCG 00 
EOGONOR Te X oW M OE T OD EL kr Ee OE X X P Ho RE Ok RE OW; DOCE T 300 


TGCATCGCGGACCGT ATTAACGGGATCCTTTTGCAATTGATCTCTTGCCTGCAGTGCCGCAGGTGTCCGCACTATTTCTTGCCGAACTTG 990 
UC I Ak DR I HG IT LE EL qd L I S EL B GR R E FP MI EF EF HB Lb 330 


GATCTGTTTAAGGGUAAGTCGCUT AGCGGTTTGGAGAACGCGGCT AAGC AAGTGTGGAGACTCACCAGGGAGTTGTTGACCAACAGICGT 1050 
DL Fr EG ES FS GOLEN A A ROY W RL TP Rk EF ELT H S R 30 


GCTCTCGAAAAGCTATAG! 1098 
A L E EK L * 365 


图 1 中 华 蜜蜂 mab-21 的 核 背 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of mab-21 from Apis cerana cerana 


方 框 所 示 为 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 。The initiation codon and terminate codon are boxed. 









































不 同 发 育 阶 段 (新 出 房 蜂 、 哺 育 蜂 、 守 卫 蜂 和 采集 (5.0107 +0.3278) > 守卫 蜂 (4. 6150 +0. 3479) > 





WE) TIRRI mRNA 表达 差异 和 接 螨 后 的 表达 量变 化 ”新 出 房 蜂 (1.0030 +0. 0557) 。 








(图 4 和 5), 通 过 对 目的 基因 和 内 参 基因 的 Ct 值 进 2.4 中华 蜜蜂 mab-21 mRNA 在 接 螨 后 相对 表达 
行 计算 ,得 到 2 -”*” 值 进行 方差 分 析 。 结 果 显 示 : 该 ” 量变 化 


























= ` X ` He > Po x 
基因 在 不 同 发 育 时 期 均 在 工蜂 头 部 有 表达 ,哺育 蜂 接种 大 蜂 螨 后 ,哺育 蜂 和 和 守卫 蜂 中 mab-21 表达 
E — a ` E š ` 
表达 量 显著 高 于 新 出 房 蜂 、 守 卫 蜂 和 采集 蜂 (P 了 < 水 平 发 生变 化 。 在 接种 大 蜂 螨 7 min 后 哺育 蜂 mab-21 
ME ^ ——————--——-—--—o-c--Ln-cocoon MLLPADMLAAQSEMVvYGINKYEGERVMTRKSQYMKTIGQEVCRYVVGQ 45 
二 PR 45 
A 45 
Apis dorsata MRPESVEGNGPPGIETVIGTGYRDBN....Q0..M...... h.lMal.ly2.sQE.MD..Q.::RB.-cER.-- CU 
a 2 Napa E A Mie A Gtatarchaye.ny ace E ETE 45 
Drosophila melanogaster a 2-2. ee 和 M...CAD..QV..B.IH.G...... I.. 45 
Ceratitis capitata ee erreur ntt Y.8..I......... M...CAD..QY..A.IH.Q.T.-..I.. 48 
Aedes aegvpti meruere rnc Pl Ve De Me ee CAD OB DITH ee 45 
Anopheles gambiae wee N.PE.I.Y..-LI..M...CAD..Q...B.IH... un 45 
Tribolium castaneum ee en oe D RA Ea 45 
Bombyx mori CO Y.PE.M....- L...M..FYN...A2N..A.IT...H....I.. 45 
Homo sapiens a —— — lende L...L...YT..0QÀ..AAIA... B... Raas a8 
Mus musculus QIl.e.ll.A.L...L...X1T..C0GA..BAAIA...R...K..8 39 
Bos taurus QI.e.ll.A.L..HL...YH.RCQA..RAAIA...R...K..8 39 
Gallus gallus QI..2.A.L..HL...XN. KCGA..AAIA. ..R. Kd a8 
Dania rerio I.T.A.L...L...YN..CQA..AATA...R...K..S8 39 
Xenopus Laevis I...A.L...L...Y8..CQÀA..GAIA...R...K..S ag 
Caenorhabditis elegans eo ..GHNQNY...vV.N..N.K.QH..vR.T..V.RIAK... ag 
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Apis cerana cerana 
Apis mellifera 

Apis florea 

Apis dorsata 

Bombus impatiens 
Drosophila melanogaster 
Ceratitis capitata 
Aedes aegypti 
Anopheles gambiae 
Tribolium castaneum 
Bombyx mori 

Homo sapiens 

Mus musculus 

Bos taurus 

Gallus gallus 

Danio rerio 

Xenopus laevis 
Caenorhabditis elegans 


Apis cerana cerana 
Apis mellifera 

Apts florea 

Apis dorsata 

Bombus impatiens 
Drosophila melanogaster 
Ceratitis capitata 
Aedes aegypti 
Anepheles gambiae 
Tribolium castaneum 
Bombyx mori 

Homo sapiens 

Mus musculus 

Bos taurus 

Gallus gallus 

Danio rerio 

Xenopus laevis 
Caenorhabditis elegans 


Apis cerana cerana 
Apis mellifera 
Apts florea 

Apis dorsata 
Bombus impatiens 


Drosophila melanogaster 


Ceratitis capitata 
Aedes aegvpti 
Anopheles gambiae 
Tribolium castaneum 
Bombyx mori 

Homo sapiens 

Mus museulus 
Bostaurus 

Gallus gallus 

Danie rerio 

Xenopus laevis 
Caenorhabditis elegans 


Apis cerana cerana 
Apts mellifera 
Apts florea 

Apis dorsata 
Bombus impatiens 


Drosophila melanogaster | 


Ceratitis capitata 
Aedes aegvpti 
Anopheles gambiae 
Tribolium castaneum 
Bombyx mori 

Homo sapiens 

Mus musculus 

Bos taurus 

Gallus gallus 

Danio rerio 

Xenopus laevis 
Caenorhabditis elegans 


Apis cerana cerana 
Apis mellifera 

Apis florea. 

Apis dorsafa 

Bombus inpatiens 
Drosophila melanogaster 
Ceratitis capitata 
Aedes aegypti 
Anopheles gambiae 
Tribolium castaneum 
Bombyx mori 

Homo sapiens 

Mus musculus 

Bos taurus 

Gallus gallus 

Dania rerio 

Xenopus laevis 
Caenorhabditis elegans 


Fig. 2 Amino acid sequence alignment of mab-21 from Apis cerana cerana and other species 
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图 2 中 华 蜜蜂 与 其 他 物种 mab-21 氨基 酸 序列 的 同 源 性 比较 



































物种 名 称 参 见 表 1。Species names refer to Table 1. 
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Apis cerana cerana. mab-21 

100} Bombus impatiens mab-21 (XP. 3491303.1) 

Apis mellifera mab-21 (XP. 623075.1) 

Apis florea mab-21 (XP. 003693878.1) 

Apis dorsta mab-21 (XP. 006613153.1) 

Bombyx mori mab-21 (XP. 004923820.1) 

99 pr Drosophila melanogaster mab-21 (XP. 651971.2) 
Ceratitis capitata mab-21 (XP. 004524884.1) 





















0.05 











Aedes aegypti mab-21 (XP. 001653106.1) 


100 — Anopheles gambiae mab-21 (XP. 560259.3) 
Tribolium castaneum mab-21 (XP. 966772.1) 


100, Bos taurus mab21/2 (XP. 002694365.1) 


Gallus gallus mab21/2 (XP. 989521.2) 
Xenopus laevis mab21/2 (XP. 001090239.1) 
Daniorerio mab21/2 (NP. 694507.1) 
Homo sapiens mab21/2 (NP. 006430.1) 


93! Mus musculus mab21/2 (NP. 035969.2) 


Caenorhabditis elegans mab21/2 (NP. 497940.2) 





图 3 中 华 蜜蜂 与 其 他 物种 mab-21 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 


Fig. 3 Phylogenetic tree based on amino acid sequence of mab-21 from Apis cerana cerana and other species 











系统 发 育 树 用 邻 位 相连 法 进行 了 2 400 次 





复 构 建 ; 以 0.05 的 遗传 距离 作为 标尺 ; 物种 名 称 参 见 表 1。Phylogenetic tree was constructed by 


neighbor-joining with 2 400 replications; the genetic distance of 0. 05 is used as the scale bar; species names refer to Table 1. 


表达 急剧 下 降 , 表 达 量 仅 为 对 照 的 25% ;守卫 蜂 中 
的 mab-21 表达 变化 幅度 较 哺育 蜂 小 ,但 依然 呈 明 显 
下 降 趋 势 ,表达 量 为 对 照 的 50% ;新 出 房 蜂 和 采集 
蜂 表 达 量 变化 较 小 ,差异 不 显著 (图 5) 。 




















相对 表达 量 
Relative expression level 
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Newly Nurse 
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哺育 峰 ”守卫 峰 


Guarder 


采集 峰 
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图 4  mab-21 在 中 华 蜜蜂 不 同 发 育 阶段 的 相对 表达 量 
Fig. 4 Relative expression level of mab-21 in different 
developmental stages of Apis cerana cerana 
如 中 数据 (平均 值 上 标准 差 ) 是 以 新 出 房 蜂 的 头 部 中 表达 量 为 
基准 ; 柱 上 不 同 字母 表示 不 同 发 育 阶 段 间 基因 表达 存在 显著 差 
(P «0.05) (LSD % 3E k$), Data (means + SD) were 


normalized to the value in the head of the newly emerged bee, and 






































those with different letters above bars are significantly different at the 


0.05 level (LSD multiple comparison) . 


3 讨论 


本 人 研究 首次 获得 中 华 蜜蜂 mab-21 基因 序列 ,其 





基因 cDNA 序列 全 长 为 1 098 bp ,推测 蛋白 质 序 列 
为 365 个 氨基 酸 , 预测 分 子 量 为 41. 63 kD ,等 电 点 
为 8.53。 氨 基 酸 序列 比 对 分 析 表 明 ,中 华 蜜蜂 mab- 
21 与 西方 蜜蜂 mab-21 .小 蜜蜂 mab-21 的 氨基 酸 序 
列 相似 性 最 高 ,一 致 性 高 达 100% ,在 进化 地 位 上 也 
最 近 ; 34H H Wa WA XX Tribolium castaneum 
mab-21 序列 一 致 性 也 高 达 93% , rfj 3 A A OG 
目的 昆虫 的 氮 基 酸 序列 则 有 多 个 氮 基 酸 的 不 同 , 氮 
基 酸 水 平 上 的 一 致 性 约 在 85% ~88% ;与 其 他 物种 
间 一 致 性 也 高 达 5096 以 上 ,这 与 所 报道 的 mab-21 
基因 在 不 同 物种 间 具 有 较 高 的 保守 性 相 一 致 。mab- 
21 基因 系统 进化 树 结 果 表 明 , 膜 翅 目 昆虫 聚 成 一 
文 , 聚 类 情况 与 物种 分 类 一 致 。 

蜂 螨 被 认为 是 威胁 全 球 蜂 群 健康 的 最 主要 因素 
之 一 ,中 华 蜜蜂 作为 蜂蜡 的 原始 寄主 ,具有 较 强 的 清 
理 能 力 ,能 够 抵抗 螨虫 的 侵害 ,其 抗 螨 特性 一 直 是 研 
究 的 热点 (Boecking and Spivak, 1999), mab-21 已 
经 在 多 种 物种 中 被 分 离 出 来 ,并 且 通 过 遗传 学 和 基 
因 沉 默 实验 发 现 并 验证 了 mab-21 在 多 种 发 育 过 程 
中 起 到 重要 的 作用 ,包括 原 肠 胚 的 形成 .神经 管 的 闭 
合 .、 眼 睛 和 品 体 的 形成 (Chow et al., 1995; Lau et 
al., 2001; Wong and Chow, 2002a; Yamada et al., 
2003), 。 前 人 研究 DANGER 和 蛋白 时 ,发 现 包 含 mab- 
21 部 分 区 域 ,DANGER 作为 一 个 膜 相关 和 蛋白 ,可 以 与 
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图 5 螨虫 对 中 华 蜜蜂 mab-21 基因 表达 量 的 影响 





Fig. 5 Effects of mite infection on the expression level of mab-21 gene in Apis cerana cerana 
A: 新 出 房 蜂 Newly emerged bee; B; 哺育 蜂 Nurse; C; 守卫 蜂 Guarder; D; 采集 蜂 Forager. CK; 对 照 (未 接种 ) Control (uninoculated) ; Mi: 
接种 螨虫 Mite infection. 图 中 数据 (平均 值 上 标准 差 ) 是 以 未 处 理工 蜂 的 头 部 含量 为 基准 。 柱 上 不 同 字母 表示 不 同 发 育 阶段 间 基 因 表 达 存 























在 显著 差异 (P<0.05) (LSD 多 

















比较 )。Data (means + SD) were normalized to the value in the head of untreated workers, and those with 


different letters above bars are significantly different at the 0. 05 level ( LSD multiple comparison) . 


与 IP;R 结合 ,调控 第 二 信使 Ca^ 的 释放 ,因此 推测 
MAB21 蛋白 可 能 参与 细胞 内 信号 传导 过 程 ( Van 
Rossum et al., 2006) 。 同 时 研究 发 现 ,mab-21 是 位 














较 强 的 巢 内 清理 行为 ,是 中 蜂 抗 螨 的 重要 力量 。 本 
实验 的 结果 表明 ,在 中 蜂 接 螨 后 ,mab-21 基因 在 哺 
育 蜂 阶段 的 表达 量 显著 低 于 相应 对 照 组 未 接 螨 的 基 











于 TGF-B 信号 通路 和 JNK 信号 通路 的 下 游 靶 基因 ， 
TGF-B 信号 通路 和 INK 信和 号 通路 在 细胞 增殖 和 伤 
口 愈合 方面 都 有 重要 作用 ,并且 mab 21 作为 转录 抑 
制 因子 可 以 对 多 种 基因 进行 转录 调控 (Kingsley， 
1994; Morita et al., 1999; Baldessari et al., 2004; 
Kim et al., 2011; Richardrt et al., 2012) , 

我 们 的 实验 结果 表明 mab-21 在 中 华 蜜蜂 的 头 
部 不 同 发 育 阶段 均 有 表达 , 且 差 异 显著 。mab-21 在 
中 华 蜜蜂 哺育 蜂 头 部 中 的 表达 量 显 车 高 于 在 其 他 发 
育 阶段 的 表达 量 。 推 测 形成 这 种 规律 的 原因 是 由 于 
相对 于 守卫 峰 和 采集 蜂 ,哺育 峰 在 峰 群 中 更 多 地 从 
事 梨 内 工作 ,其 中 重要 的 一 项 莫 内 工作 就 是 负责 清 
理 巢 内 病 敌 害 的 侵入 。 许 多 研究 表明 ,清理 行为 和 
卫生 行为 是 中 华 蜜蜂 抗 旺 的 主要 机 制 ,尤其 是 清理 
行为 能 够 显著 减少 蜂 螨 的 群 势 增长 ( Arechavaleta- 
Velasco et al., 2012) 。 本 实验 研究 中 发 现 ,接种 螨 
虫 后 ,各 发 育 阶段 的 工蜂 均 会 表现 出 一 定 强度 的 清 
理 行为 ,但 是 哺育 蜂 的 清理 行为 更 加 有 效 。 前 人 的 
研究 发 现 , 蜂 螨 对 不 同 劳动 分 工 的 蜜蜂 有 不 同 的 喜 
好 ,其 中 蜂 螨 对 哺育 蜂 的 喜好 超过 其 他 分 工 的 工蜂 
(Eliash et al., 2014) 。 而 本 实验 的 结果 则 表明 哺育 
蜂 似 乎 并 不 喜欢 蜂 螨 ,因为 这 个 阶段 的 工蜂 表现 出 














































































































因 表 达 量 ,而 在 其 他 年 龄 阶段 从 事 着 守卫 、 采 集 行为 
的 工蜂 及 新 出 房 的 工蜂 ,在 接 螨 前 后 该 基因 的 表达 
同 对 照 组 未 接 螨 的 基因 相 比 ,虽然 表达 量 有 所 变化 ， 
但 差异 不 显著 。 从 这 一 点 来 说 ,中 华 蜜蜂 抗 旺 行 为 
可 能 主要 是 由 内 勤 蜂 承担 的 ,而 在 蜂 群 中 ,内 勤 蜂 主 
要 是 哺育 蜂 , 虽 然 守 卫 蜂 也 可 能 在 集 内 工作 ,但 是 其 
梨 内 工作 的 效果 远 不 及 哺育 蜂 , 这 也 与 前 人 在 对 非 
洲 化 蜜蜂 (Africanized honey bee) 的 清理 行为 的 研究 
结果 相 一 致 (Calderon et al., 2010) ,本 研究 结果 同 
时 也 表明 ,mab-21 基因 作为 一 个 公认 的 转录 抑制 因 
子 , 其 表达 变化 可 能 会 引起 哺育 蜂 清理 行为 的 显著 
变化 。 由 此 可 以 说 明 mab-21 基因 可 能 是 参与 中 华 
蜜蜂 清理 行为 的 一 个 基因 。 

目前 为 止 ,我 们 对 mab-21 基因 功能 的 研究 尚 待 
进一步 深入 ,尤其 是 对 中 华 蜜蜂 mab-21 基因 的 上 下 
游 基 因 还 不 清楚 ,对 其 在 中 华 蜜蜂 抗 螨 事件 中 的 功 
能 并 未 真正 得 到 验证 ,所 以 今后 应 采用 RNA 干扰 方 
法 等 对 mab-21 在 中 华 蜜蜂 抗 螨 过 程 中 的 基因 表达 
调控 开展 研究 。 
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